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PARTIR DA FERMENTACAO DO SORO DE LEITE EM ETANOL PELA
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Evaluation of the reduction in pollution of dairy products from whey fermentation

in ethanol by yeast Kluyveromyces marxianus 229
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RESUMO

O soro de leite € um importante subproduto da industria de laticinios, devido ao seu

volume gerado, e pela sua carga poluidora, que quando langado em corpos receptores d” dgua sem
tratamento prévio, pode gerar sérios danos ao meio ambiente, com uma Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) que fica em torno de 60.000 mg/L. A bioconversdo da lactose do soro de leite em
etanol por micro-organismos capazes de metabolizar tal dissacarideo, representa uma alternativa
promissora para o tratamento e disposi¢ao do mesmo, pois além de se obter uma redugdo expressiva
da DQO, ¢ possivel gerar um bioproduto de importancia comercial, como no caso etanol. Neste
contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a producdo de etanol a partir da fermentagdo do soro
de leite in natura pela levedura Kluyveromyces marxianus 229, visando a reducgio do seu potencial
poluidor e conseqiliente menor impacto ao meio ambiente, ¢ a geragdo de um subproduto de maior
valor comercial. A levedura Kluyveromyces marxianus 229, foi utilizada; para a fermenta¢do do
soro de leite, obtido apds a produgdo do queijo Minas Frescal. Ap6s 12 horas de fermentagdo do
soro, obteve-se uma produgdo maxima de etanol de 18,70 g/L, e um rendimento etanélico tedrico
de 64,10%. Ja em relacdo a reducdo teor de matéria organica (DQO), esta foi de 76,50%, com 48
horas de fermentacdo. Tais resultados mostram que a fermentagao do soro pela levedura do género
Kluyveromyces ssp € uma alternativa eficaz para reduzir seu teor de matéria organica, além de gerar
um produto de elevado interesse comercial.
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ABSTRACT

Milk whey is an important subproduct of the dairy industry, due to its generated volume and
its pollution load. When launched into receiving bodies of water without prior treatment, whey
may cause serious damage to the environment because it has a Chemical Oxygen Demand (COD)
which lies around 60,000 mg/L. The bioconversion of the lactose from milk whey into ethanol
by microrganisms capable to metabolize such disaccharide, represents a promising alternative to
the treatment and disposal of the whey. It is possible to obtain a significant reduction of COD as
to generate a by-product of commercial importance, which is the ethanol in this case. The aim of
the study was to evaluate the production of ethanol from fermentation of cheese whey by yeast K.
marxianus 229 in order to minimize its impact on the environment and produce a high commercial
value by-product. The yeast Kluyveromyces marxianus 229 was used in the present study for the
fermentation of milk whey, obtained after the production of the cheese type minas frescal. After 12
hours of fermentation of the whey, it was obtained a maximum ethanol production of 18.70 g/L,
and an ethanolic theoretical yield of 64.10%. In relation to the reduction of organic matter (COD)
content, it was decreased in 76.50%, with 48 hours of fermentation. These results showed that whey
fermentation by yeast of the genus Kluyveromyces spp is an effective alternative to reduce their
content of organic matter. In addition, it generates a product of high commercial interest.

Keyworks: yeast; bioprocess; COD; environment.

Pig. 43

1 INTRODUCAO

As atividades conduzidas pelos processos
industriais levam a geragdo de residuos potencialmente
poluidores durante sua produgdo. Quando ndo ha uma
disposicao correta de tais residuos, os mesmos podem
ocasionar sérios problemas ambientais, sobretudo
por apresentarem, em geral, grande concentragido de
matéria organica (carboidratos, proteinas, gorduras,
entre outros), e inorganica, onde o seu langamento em
corpos hidricos pode proporcionar grande decréscimo
na concentragao de oxigénio dissolvido nesse meio, cuja
magnitude depende da concentragdo de carga organica
e da quantidade lancada (MATOS, 2005). Juntamente
com tais caracteristicas tem-se uma quantidade
significativa de efluentes gerados diariamente pelos
processos industriais dos mais diversos produtos que sao
considerados indispensaveis pela sociedade.

Os laticinios representam um importante setor
da industria alimenticia, tanto pelo ponto de vista
econdmico quanto social. Dentre os subprodutos
gerados pelos laticinios, o soro de leite ¢ até hoje o
de maior importancia, tanto pelo seu volume gerado,
como pela sua carga poluidora, que quando langado
em corpos receptores pode causar sérios problemas
ambientais, devido a sua elevada carga organica de
dificil biodegradabilidade (ALMEIDA, 2004).

O soro de leite ou também chamado de soro
de queijo ¢ um subproduto, resultante da precipitacido
e remogdo das caseinas do leite durante a produgao
de queijo (MURARI et al., 2011). E composto
por aproximadamente 4,5% de lactose, 0,6-0,8%
de proteina, 0,03-0,01% de gordura, 0,5-0,8% de
minerais, principalmente, cloreto de sodio, além de
fosfato e calcio e 0,2-0,8% de acido latico, sendo que
esta composi¢do varia de acordo com a qualidade
do leite utilizado e com o tipo de queijo produzido.
(REVILLION et al., 2000).

O soro possui uma DQO (demanda quimica
de oxigénio) de 50.000-80.000 mg/L dependendo do
processamento especifico utilizado na fabricacdo de
queijos e do conteudo de lactose, sendo este valor cerca
de 100 vezes maior que a carga organica do esgoto
doméstico. Por isso que o seu descarte em corpos
receptores d’agua é preocupante (ALMEIDA, 2004), o
que pode levar a morte de animais, provocar a exalagao
de maus odores e de gases agressivos, além de causar
eutrofizacdo de rios e lagos e dificultar o tratamento
da agua para o abastecimento publico (MATOS, 2005;
FARIA et al., 2004).

A utilizagdo do soro lacteo como meio de
cultura, justamente pela sua rica composi¢do (prin-
cipalmente lactose), faz do soro liquido ou con-
centrado um substrato de fermentagdo bem atrativo
e interessante, acrescentando a estas caracteristicas,
o fato que o soro pode ser disponivel em grande
quantidade a custo relativamente baixo (MENDES;
ARAUJO, 2003).

O soro de queijo utilizado como substrato para
o crescimento de diferentes micro-organismos capazes
de assimilar a lactose como fonte basica de carbono
e energia, além de reduzir a sua carga poluente, gera
produtos de elevado interesse comercial como ¢ o
caso do etanol (produto secundario) que pode ser
utilizado na fabricacdo de bebidas alcodlicas e como
combustivel, além da biomassa que ¢ recuperada apos
centrifugag@o, sendo esta utilizada na alimentag@o
humana e animal (SILVEIRA, 2006).

A concepgao de um processo para a produgdo de
etanol a partir de soro, além de ter o compromisso de
maximizar a produtividade de etanol, tem o objetivo
de minimizar a concentragdo de agtcar residual
do efluente, uma vez que a finalidade do processo
também ¢ o tratamento de residuos. (GUIMARAES
etal., 2010).
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A obtencdo de etanol pela fermentacdo da
lactose tem recebido bastante aten¢do nos ultimos
anos, e a procura de micro-organismos que tenham a
capacidade de produzir alcool diretamente da lactose
¢ bem ampla. Sao poucas linhagens de leveduras
capazes de metabolizar a lactose presente no soro de
leite em etanol, dentre as que possuem tal capacidade
pode-se citar a levedura Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis e Candida pseudotropicalis
(ZAFAR et al., 2005).

Dentre esses micro-organismos, o que tem
apresentado maior destaque na fermentagao da lactose,
¢ a levedura do género Kluyveromyces ssp, devido
as suas caracteristicas fisiologicas e a sintese de
bioprodutos como a produgado de enzimas hidroliticas,
biomassa para indistria alimenticia, ribonucleotideos,
oligossacarideos, oligopeptideos e sua eficiéncia na
producdo de proteinas heterologicas, componentes
aromaticos e etanol (SILVEIRA, 2006),

Estudos realizados por Ponsano et al. (1992),
ao utilizar a levedura Kluyveromyces fragilis na
fermentagao alcodlica de soro de queijo para reduzir
a demanda quimica de oxigénio e producado de etanol,
obteve cerca de 14 g.L' do produto apds sua separa¢do
por destilagdo e uma reducao de 72% da DQO inicial.

A producao de etanol através da fermentagdo
do soro de leite tem sido estimulada pela crescente
necessidade mundial de energia. Assim, estudos
da aplicagdo de processos bioldgicos e quimicos
para tratar o soro de queijo langado de maneira
incorreta no meio ambiente vao de encontro com a
necessidade de propostas para solucionar o problema
da disposi¢ao incorreta de soro pelas industrias
queijeiras (ALMEIDA, 2004; KOSIKOWSKI, 1979).
Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a produgao de etanol a partir da fermentacao
do soro de leite in natura pela levedura Kluyveromyces
marxianus 229, visando a reducdo do seu potencial
poluidor e conseqiiente menor impacto ao meio
ambiente, ¢ a geragdo de um subproduto de maior
valor comercial.

2 MATERIAL E METODOS
Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi a levedura
Kluyveromyces marxianus 229 adquirida junto ao
Departamento de Bioquimica e Microbiologia da
UNESP de Rio Claro (SP).

Soro de Leite

O soro de leite utilizado foi obtido no laboratério
de Tecnologia de Leite e Derivados do Departamento
de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, IBILCE/
UNESP, apos o preparo do queijo Minas Frescal.

Apos obtengdo, o soro de leite foi filtrado
em bomba a vacuo (Modelo Q355B — Quimis), ¢
esterilizado em autoclave vertical (Modelo AV75 —
Phoenix) a 121 °C por 15 minutos.

Manutencio da Cultura Estoque

A levedura Kluyveromyces marxianus 229
foi propagada em tubo de ensaio com tampao
com o meio Potato Dextrose Agar (PDA), onde o
crescimento ocorreu em temperatura de 37°C por
24 horas em B.O.D. (Modelo MA415/S — Marconi),
e posteriormente os tubos foram mantidos em
refrigerador a 5°C.

Preparo do Inoculo

O inoculo inicial foi realizado em frascos de
erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do meio de
cultivo composto por: glicose (2,0 g/L); extrato de
levedura (6,0g/ L); (NH4),SO, (1,0 g/L); KH,PO, (1,0
g/L); MgSO, (1,0 g/L); e CaCl, (2,0 g/L) (SABRA et
al., 2003). Sendo a levedura inoculada a partir de 8
mL da cultura estoque, em seguida estes frascos foram
incubado a 35°C com agitagdo de 100 rpm por 24 horas.

Apods o periodo de incubagdo o meio foi
centrifugado a 2 g por 20 minutos. O sedimento de
célula foi lavado duas vezes em agua destilada, antes
de ser adicionado no meio de cultivo.

Fermentac¢ao do Soro de Leite

A fermentagao consistiu em adicionar 10% do
inoculo padronizado no meio de cultivo, formulado
apenas com os nutrientes do soro de leite em condigoes
estéreis, sendo, portanto o mesmo in natura. Em seguida
o meio foi incubado em estufa BOD (Modelo MA415/S
— Marconi) a 37 °C por 48 horas. Em diferentes horas
de fermentagdo (4, 8, 12, 15, 18, 24, 30, 36, 42 ¢ 48
horas), aliquotas em triplicata foram retiradas do meio
fermentado, para realizacdo das analises de carboidrato,
proteinas, DQO, etanol, e massa seca.

Determinagdes Analiticas
Determinacio de Carboidratos

A analise de consumo de carboidrato foi
realizada através da técnica de ADNS (acido
3,5-dinitrossalicilico) (MILLER, 1959), que mediu o
teor de agucares redutores. Tal técnica constituiu em
retirar 0,5 mL da amostra diluida e adicionar o volume
igual de solugao de DNS nos tubos de ensaio, que foram
fervidos durante 5 minutos. A amostra foi esfriada e
em seguida foram adicionados 4 mL de agua destilada.
Simultaneamente, foi feita uma curva de calibragao
com diferentes concentragdes de lactose. A leitura foi
realizada em espectrofotometro a 540 .
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Determinaciio de Proteinas

Foi realizada através do método de Lowry
(HARTRE, 1972), que mediu a concentragio de proteinas
presente no soro. Para tanto, foi preciso retirar 1 mL da
amostra de soro diluida e adicionar 0,9 ml da solugdo A
(constituida de tartarato de sodio e potassio e carbonato
de sodio anidro), seguido de tratamento em banho maria
a50° C por 10 minutos. Apos resfriamento foi adicionado
0,1 mL da solugdo B (constituido de tartarato de sodio e
potassio e sulfato de cobre pentahidratodo), com repouso
por 10 minutos, e adicionado posteriormente 3 mL da
solug@o C (Folin-Ciocalteau), e levado ao banho maria
a 50 °C por 10 minutos. Realizou-se, por fim, a leitura
em espectrofotometro a 650 nm, onde simultaneamente
foi feita uma curva de calibragdo com diferentes
concentragdes de albumina bovina.

Determinaciio de Etanol

A determinacdo do etanol foi realizada através
de cromatografia gasosa (cromatéografo Hewleth
Packard series 11 modelo 5890 equipado com coluna
SPB-35 e detector de ionizagdo de chama).

As temperaturas do injetor e do detector
foram mantidas a 230 °C, a temperatura do forno foi
programada inicialmente para 40 °C, sendo aumentada
em uma velocidade de 20 °C/min até a temperatura
final de 100 °C. Como gas de arraste foi utilizado
nitrogénio e uma taxa de split de 1: 5. A amostra do
“headspace” foi retirada por meio de uma seringa
propria para gases. Simultaneamente, foi feita uma
curva de calibragdo com diferentes concentragdes
de etanol.

Determinagdo da Demanda Quimica de Oxigénio

Para realizacdo das analises de DQO, foi uti-
lizado o método colorimétrico de refluxo fechado,
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utilizando um digestor e espectrofotometro a 620
aparelho da Hach Co., segundo metodologia da APHA
(1995).

Determinacio de Massa Celular Seca (MSC)

A metodologia empregada foi a descrita pela
AOAC (Association of Official Analytical Chemistry)
(1990), que consistiu em centrifugar aliquotas de
10 mL do meio fermentativo e centrifugar a 2 g por
30 minutos, sendo o sobrenadante descartado e a
biomassa lavada com agua destilada, seguida de
secagem em estufa a 105°C até peso constante.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através de uma série de amostragem retiradas
do meio de cultivo durante o processo fermentativo por
48 horas, foi possivel observar o comportamento da
levedura Kluyveromyces marxianus 229, em relagao ao
consumo de carboidrato e proteinas, com subsequente
redu¢do do material organico (DQO), produgdo de
etanol e producdo de biomassa.

Consumo de lactose

Conforme observado na Figura 1, o teor de
lactose do soro de leite, se encontrava no tempo
inicial de fermentagao (T0) com uma concentragao de
57,6 g/L. Apos 48 horas de fermentagao esta lactose
foi reduzida para 0,02 g/L, o que representou um
consumo de carboidrato pela levedura de 99,60%
(Figura 2), com uma velocidade média de consumo
de substrato de 0,94 g/L.h -'.

Estudo realizado por Mendes; Aratjo (2003)
apresentou um consumo de lactose 96,3%, apos
fermentagdo do soro de leite em diferentes con-
centragdes de lactose para produgdo de etanol, pela
levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 14424. Esse

~

TO T4 T8 TI12 T15 T18 T24 T30 T36 T42 T48

Tempo de Fermentagio (horas)

Figura 1.— Consumo médio de lactose do soro de leite pela levedura Kluyveromyces marxianus 229, ap6s 48

horas de fermentagao.
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Figura 2.— Consumo de lactose do soro de leite pela levedura Kluyveromyces marxianus 229 em %, apos 48

horas de fermentagéo.

resultado ¢ apenas 3,30% menor do que o obtido no
presente estudo. Dessa maneira, estd de acordo com
a literatura, o que mostra que a lactose presente foi
direcionada para produgdo de energia, manutengdo
celular e atividades vitais da levedura testada.

Consumo de proteinas

Em relagdo ao consumo de proteinas do soro
de leite pela Kluyvermyces marxianus 229, observa-se
de acordo com a Figura 3, que a mesma inicialmente
(TO) apresentava-se em uma concentragao de 7,5 g/L
e, ap6s 48 horas de fermentacdo, esta foi reduzida
para 0,40 g/L, o que representou um consumo final
de 94,60% (Figura 4).

O consumo de proteinas em relagdo ao con-
sumo de lactose foi aproximadamente 17% menor,
porém, mesmo assim a linhagem testada apresentou

8 4
7 4
6 -
54
4N

3 4

Proteinas (g/L)

24

0

resultado satisfatorio em relagdo ao consumo de tal
nutriente, que também ¢ utilizado pela levedura como
componente essencial de sua estrutura e manutengdo
celular. No trabalho realizado por Murari et al. (2011)
ao fermentarem o soro de leite in natura em diferentes
condi¢des experimentais, para produgdo de biomassa,
com a mesma linhagem de levedura utilizada no
presente trabalho, obtiveram um consumo maximo de
proteinas de 79,66%, ap6s 24 horas de fermentagao.

Producao de etanol

Em relagdo a producdo de etanol (Figura 5),
observa-se, que apos 48 horas de fermentag@o a maior
produgdo de etanol ocorreu com 10 horas, chegando a
produzir cerca de 18,70 g/L de etanol. Isso representou
uma produtividade (P,) de 1,87 g/L.h ', um fator de
conversao de substrato a etanol (Y, de 0,41 g/g ' eum

L]
—a

TO T4 T8 TI12 T15 T18 T24 T30 T36 T42 T48

Tempo de Fermentagio (horas)

Figura 3.— Consumo de proteinas do soro de leite pela levedura Kluyveromyces marxianus 229, apds 48 horas

de fermentag@o.
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Figura 4— Consumo de proteinas do soro de leite pela levedura Kluyveromyces marxianus 229 em %, apos 48

horas de fermentacgéo.

rendimento etandlico (1) de 69,25%, com um consumo
de lactose neste periodo de 89,58 % (Figura 1), o que
provocou um declinio na producao de etanol a medida
que a lactose vai se esgotando.

De acordo Mawson (1994), a levedura do
género Kluyceromyces chega a consumir até 95,00%
ou mais de lactose presente no soro de leite, o que
pode gerar uma eficiéncia na conversdo do substrato
a etanol de 80% em relagdo ao coeficiente tedrico
(0,5368), dependo da linhagem utilizada.

Gabardo (2011) ao otimizar a bioconversao
da lactose do soro de queijo em etanol em sistema
de biorreatores imobilizados pela linhagem da
levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em
fermentagdo em batelada, obteve uma produtividade
de 0,81 g/L.h com um rendimento (1) de 79,10% na
producdo de etanol. Esse trabalho mostrou que através
da imobilizacdo de células também se obtém bons
resultados em relag@o a produgdo de etanol utilizando
o soro de leite como fonte de carbono e energia.

Estudos realizados por Ozmihci; Kargi (2008)
ao fermentar uma solugdo composta por soro de
leite por linhagem de Kluyveromyces marxianus
imobilizadas, em sistema de fermentacdo continua,
obtiveram uma produg¢ao de etanol de 20 g/L com uma
produtividade de 0,40 g/L.h . Tais resultados obtidos
por esses autores foram parcialmente similares aos
encontrados no presente estudo, no que se refere a
consumo de lactose produtividade em etanol.

Producao de massa celular

A linhagem de Kluyveromyces marxianus
229 testada, apresentou maior producdo de massa
celular entre 10 e 12 horas de fermentag¢do, com uma
produgdo de 6,45 g/L (Figura 4), e um consumo de
90,60 % de lactose (Figura 1), o que representou uma
produtividade em massa celular (P,) de 0,53 g/L" e

uma conversdo de substrato a massa celular (Y, ,) de
0,12 g/g .

Resultados semelhantes quanto a produtividade
em massa celular (P,), produzida por Kluyveromyces
marxianus crescida em soro de leite, foi encontrada por
Revillion et al. (2003), que obtiveram em seus estudos
uma produtividade celular de 0,61 g/L"' .E importante
destacar nesse caso, que os autores realizaram a
suplementagdo do meio de cultivo, ao contrario do
realizado neste estudo, em que o meio de cultivo era
composto apenas pelo soro de leite in natura. Pode-se
entdo dizer que a linhagem Kluyveromyces marxianus
229 apresentou-se eficiente quanto a producdo de
massa celular tendo como fonte Uinica de carbono e
energia apenas os nutrientes presentes no soro de leite.
Além de ter sido capaz de suportar o etanol por ela
mesma produzida, ou seja, foi capaz de continuar seu
crescimento mesmo apods atingir seu pico maximo de
produgdo de etanol (Figura 5).

Reducio do teor de matéria organica

Ap6s a fermentacdo do soro de leite, € possivel
observar uma redugdo significativa no teor de matéria
organica presente no meio.

Inicialmente o soro de leite utilizado apresentava
uma Demanda Quimica de Oxigénio de 66200 mg/L,
apo6s 48 horas de fermentacado, esta foi reduzida para
16158 mg/L (Figura 7), representando uma eficiéncia
na redugdo de DQO de 75,60% (Figura8).

Sabra et al. (2003) ao realizar a suplementagdo
de nutrientes para producdo de biomassa a partir do
soro de queijo pela levedura Kluyveromyces marxianus
CBS 6556, apds 36 horas de fermentagdo em aeragdo
constante, obteve uma eficiéncia na redugdo de DQO
de 84%, com uma diferenga apenas de 8,9 % a mais
da obtida neste estudo. Também vale ressaltar que tal
autor também realizou a suplementagdo do soro de
leite, o que gerou, portanto, um maior crescimento
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levedura Kluyveromyces marxianus 229.

celular e consequentemente maior consumo de lactose
e redug@o da matéria organica.

O micro-organismo utilizado no presente estudo
atingiu seu crescimento maximo entre 10 e 12 horas
(Figura 6) e uma maior produgdo de etanol com 10
horas de fermentagao (Figura 5), mesmo assim a DQO
continuou decaindo até atingir uma redugdo significativa
com 48 horas de fermentagdo. Nesse periodo de 12 a
48 horas, as células se mantém em fase estacionaria
com posteriormente declinio. Possivelmente na fase de
crescimento, as células consomem a fonte de carbono
dissolvida no meio (principalmente lactose) ocorrendo
a formagdo de acidos organicos. Conseguinte o inicio da
fase estacionaria, presume-se que 0s micro-organismos
utilizem-se destes acidos para manutengao do metabolismo
celular, contribuindo consequentemente para a redugao
de DQO, com concomitante elevagdo discreta do pH.
Fato este explicado e observado por Sabra et al. (2003);
Reinbold; Takemoto (1988).

4 CONCLUSOES

A levedura Kluyveromyces marxianus 229 obteve
um rendimento etandlico (n) satisfatorio e com bom
desempenho na fermentagdo do soro de leite, e resultante
redugdo do teor de matéria organica deste subproduto.

Abioconversao da lactose do soro de leite em etanol
¢ possivel, sendo uma alternativa promissora para se obter
uma fonte renovavel de biocombustivel, além de reduzir
o impacto ambiental causado por tal subproduto, caso o
mesmo seja disposto de maneira incorreta no meio ambiente.
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